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Zusammenfassung 



. , x 7^ii*.n mittels neuer retroviraler scFv- 
OieErfmdu„gbe«i« den Oe„»ansfe,. humane T.Z.l«^^ 

ZellwUng Vektoren und die Verwendung d:eser V.«o«n zur 



assoziierterKrankheiten. 
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Gemtransfer in liuinane Lymphocyten mittels retroviraler scFv- 

Zelltargeting Vektoren 

Die Erfindung betrifft den Gentransfer in humane Lymphocyten, insbesondere T- 
Lymphozyten mittels retroviraler scFv-Zelltargeting-Vektoren und die Verwendung diSser 
Vektoren zur Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik, insbesondere zur Therapie T- 
Zell-assoziierter Krankheiten. 

Die Mehrheit der retroviralen Vektoren, die in der gentherapeutischen Forschung zur Zeit 
benutzt werden, stammen vom amphotropen Maus-Leukamie- Virus (MLV) ab. Der 
Wirtszellbereich des amphotropen MLV wird durch das OberflachenhUllprotein (SU) 
bestimmt. das vom env-Gen codiert wird. Di e Proteinprodukte des erv v-Gens bilden die 
auBere Hulle des retroviralen Vektors. Die SU^ Proteiiie hiteiagieren mit. d.h. sie bi nden an 
ein bestimmtes Protein (Rezeptor) auf der Oberflache der Wirtszelle. Die env-Genprodukte 
des amphotropen MLV erlauben den Gentransfer in eine gro/3e Anzahl unterschiedlicher 
Saugerzellen, Ein selektiver Gentransfer in bestimmte Zell- oder Gewerbetypen des 
Menschen oder anderer SSuger ist mit amphotropen MLV-Vektoren aber nicht mOglich, 
weil derRezeptor_fttr_die MLV-HttUproteine auf der Oberflache-der Saugerzellen, welches 
den Eintritt von amphotropen MLV-Vektoren und den Gentransfer vermittelt, auf fast alien 
diesen Zellen zu fmden ist. Der Wirtszellbereich des amphotropen MLV ist daher nicht 
spezifisch. 



Eine Wirtszellspezifitat ist z.B. fur den gentherapeutischen Einsatz jedoch von Vorteil, da 
bei einer Gentherapie auBerhalb des Organismus {ex vivo) (Anderson et al. 1992; Yu et al., 
1997) aufwendige Aufreinigungen von Zellen vermieden werden. Fur den Therapie-, 
Diagnostik- oder Impf-Einsatz in vivo ist erwUnscht, daB die retroviralen Vektoren gezielt 
die gewUnschten Wirtszellen ansteuern und anschliefiend das therapeutische Gen 
abertragen. Eine Einengung des Wirtszellbereichs des amphotropen MLV konnte durch 
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Modifikation des Oberflachenhailproteins erreicht werden. Eine Modifikation des 
Oberflachenhiillproteins wurde durch die Fusion mit einer HormondomSne durchgefuhrt. 
Es fand eine Transduktion der Zellen statt, die den spezifischen Hormonrezeptor trugen 
(Kasahara et al., 1995). Femer wurde das OberflachenhUllprotein durch Fusion mit einem 
5 einkettigen Antikorperfragment (single chain variable fragment, nachfolgend auch „scFv" 
bezeichnet) modifiziert. Das Fragment reprSsentierte die antigenbindende DomSne eines 
Antikdrpers und ist ein Fusionsprotein, das aus den variablen DomSnen Vh und VI eines 
monoklonalen AntikSrpers zusammengesetzt ist. Die beiden DomSnen sind ttber ein 
Glycin- und Serin-OIigopeptid [-(ser-gly4)3-gly-)] verknttpft, das die korrekte Faltung des . 
10 Fusionsproteins ermOglicht (Huston et al., 1991; Whitlow et al., 1991). Alle bisher 
durchgefiihrten Modifikationen des MLV-Oberflachenhtillproteins mit einem scFv zeigten, 
daB es zwar zu einer Bindung der Vektoren an die Wirtszielzelle kam, nicht jedoch zu 
einem Eintritt in die Zelle (Russel et al., 1993). Weiterhin ist bekannt, dafi das 
Oberflachenhiillprotein des MLV generell keine umfangreichen Modifikationen erlaubt 
15 (Cosset et al., 1995). Modifikationen, bei denen ein Teil der Bindungsdomane des MLV- 
SU-Proteins ersetzt wurde, filhrten oft zu einer inkorrekten Prozessierung und somit zu 
einem defekten Transport des SU-Proteins an die Zelloberflache (Weiss et al., 1993; 
Morgan et al., 1993; Russel et al., 1993). Die Entwicklung zellspezifischer retroviraler 
Vektoren auf Basis des MLV mit veranderten OberflachenhuUproteinen ist daher wenig 
20 erfolgversprechend. 

Retrovirale Vektoren auf Basis des Milznekrosevirus SNV („Spleen Necrosis Virus") sind 
fur einen gezielten Gentransfer in z.B. humane Zellen geeigneter, da das Oberflachen- 
huilprotein des SNV umfangreiche Modifikationen erlaubt und auch dann noch korrekt 
25 prozessiert wird (Martinez und Domburg, 1995; Chu und Domburg, 1994, 1995; Jiang et 
al., 1998). Zur Herstellung derartiger Vektoren ben5tigt man mindestens zwei 
Komponenten. Zum einen ist ein sog. Expressionskonstrukt herzustellen, das eine 
Verpackung in und den Transfer durch einen Retrovirus erlaubt. Das Expressionskonstrukt 
umfafit ein kodierendes DNA-Fragment des gewiinschten Genprodukts, z.B. ein Gen fur die 
30 Gentherapie oder als Impfstoff Das Expressionskonstrukt mufi eine Nukleotidsequenz 
umfassen, die als Verpackungssignal psi (y) bezeichnet wird und die effiziente Verpackung 
der mRNA in retrovirale Partikel steuert. Femer benQtigt man eine Verpackungs- oder 
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tor Obe^ch. „*e„ dem WUdOT-Obe«cherf>m.pro.ein auch das chim^e tscFv-Env]- 
Oberfl.che„pro,ei„ t™ge„. Mi. Hilfe dieser Vektoren ko^te da. Rcpo«=rgen m d,e fta <U. 
soFv-spezifischen ZielzeUen ttansferier. warden. B=i dem von Domburg « ah 
^ Jebenen Verfahren zur Hers«Uung zenspezifisoher rct^viraler Vektoren rs. Fak,, daB 
bereits bekannte und klonierte scFv verwendet werden kSnnen. 

DE 19752854 Al bcscbreib. ein Verfahren zur Herstellung zelltypspezifischer v„n SNV- 
abgeUi«» TargeUng.Vek.oren. Bisher sind 4 scFv.SNV-Targe.i„g.Vektoren besetaeben 
worden. Die.e sind gegen barker, den Werrinrezeptor und gegen da. <^34- 
Oberfl^nantigen g=rioh«. (Chu ^ Dombnrg. 1995. 1997. e. aU 1997, 
v^rden die scFv von .onokionaien A„tik6rpem (n.Ab) abgeleitet. Weuer ,n s,nd teh r 
Pseudotypvektoren des Typs MLV (HIV. zur speziHschen TransdukUon humaner CD4- 
posittver T-Zellen beschrieben worden (Schnierle & Stitz et al., 1997). 

Allerdings sind bisher noch keine Vek«.ren beschrieben worden, die n,i. hoher SelekUviat 
CD4-unabhangig humane T-ZellentransduzierenkSnnen. 

Aufgabe" dTvorhegenden Erfindung war es daher T-Zell-spezifisohe Vektoren 
bereimrstellen. die CD4.»nabhangig humane T-Zellen ttansduzieren k»nnen. 

Die Aufgab. wird geias, durch Ze.l«rgeUng-Vek.ore„, die eine DNA-Se,ue.. enM«n. 

einke«iges AndkOrperfiagnren. (single chain variable frag„.e„, scFv) cod,er, 
wobei das einkeUige AndkOrperftagmen. eine Aminosaurese,uenz gem.B einer der F.guren 
1 bis 5 hat. 

,n einer bevorzugien Ausfthrungsform enM. der erflndungsgem* ZelUargc.ing-yek.o, 
„ei.erhin eine DNA-S«,uenz. die einen SNV.nv L»der gemaB einem der ^^^^'^ 
codiert. Die erfndungsgem5»en ZelKargeting-Vektoren- sind T-ZeU-spez-fisch. d.h. 
Vektoren induzieren selektiv CD4-unabhangig humane T-Zellen. 
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In einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform ist der Zelltargeting-Vektor vom SNV 
(Milznekrosevirus) abgeleitet, besonders bevorzugt ist der von SNV abgeleitete Vektor 
pTC53. 

In einer weiteren Ausfmirungsfomi der vorliegenden " Erfindung enthalten die 
erfindungsgemSBen Zelltargeting-Vektoren ein therapeutisches Gen. Die Erfindung betriffl 
daher auch die Verwendung der erfindungsgemafien Zelltargeting-Vektoren zur 
Gentherapie, Impftherapie oder Diagnostik. 

Mit den erfindungsgemaflen scFv-Vektoren, stehen die ersten scFv- Zelltargeting-Vektoren 
zur Verfugung, die mit hoher Selektivitat und unterschiedlich hoher Effizienz CD4- 

unabhangig humane T-Zellen transduzieren konnen. 

Mittels der erfindungsgemafien Vektoren ist es mOglich folgende T-Zell-assoziierte 
Krankheiten zu therapieren: 

(i) - Schwere kombinierte-rmmunsehwfiche<-SCID)7-H^^ 

Defekt des Adenosin-Desaminase-Gens (ada) oder des fur die Thyrosinkinase JAK- 
3 kodierenden Gens (Macchi et al., 1995). Als therpeutisches Gen wird das intakte 
ada-Gen mittells der erfindungsgemafien Vektoren in die T-Zellen transferriert. 

(ii) Erworbene Immonschwache (AIDS) wird durch die HIV-1 Infektion hervorgerufen. 
Therapeutische Gene sollen die Replikation oder Integration des Virus inhibieren. 
Als therapeutische Genprodukte fur die intrazellulSre Immunisierung sind dabei 
Ribozyme, K6der-RNA, transdominant negative Mutanten von HIV-Proteinen oder 
AntikSrperfragmente geeignet (Chang et al., 1994, Ramenzani et al., 1997, Smith et 
al.. 1996. Leavitt et al., 1996, Duan et al.. 1995, Levy-Mintz et al.. 1996). Diese 
therapeutischen Gene werden bei der erfindungsgemafien Verwendung der neuen 
Zelltargeting-Vektoren in die T-Zellen HIV-1 infizierter Patienten transferriert. 

Es konnte gezeigt werden. dafi mittels der erfindungsgemafien Vektoren (z.B 
Vektoren. enthaltend das in Fig. 1 gezeigte scFv 7A5; nachfolgend als 7A5- 
Vektoren bezeichnet) humane Makrophagen mit einer Effizienz von 95% 
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.^.auzien we.den. So«U is. „.«eU dies. 7A5~ d« 
teapeutisch=rG=n=auchinHIV.linfizi.rteMakrophage«mi,gl.ch. 

(iii) T-Zell assoziierte Lymphome. 

Sequenz codierend em einkettiges Anx v ,„i„osauresequenz (oder ein ' 

Ce^asche— e zeigen die erfindungsge«^« Ve«ore„ etoe u« ^ ~ 
Ubetrascn Verdeich 2U anderen humanen Zellen. Die 

A5-Vektoren, d.h. die Vektoren, aie Selektfvitat fllr 

einen TeU Uervon i=odlere„, zeig.e„ ei„e b,s urn ™ **^^„^ 

T.ZeUe„ in. Vergieich . anderen — ^ 
4-5 fech erWhte SeleWvifi. * T-Zelto im Vergtach zu B-Zellen. , 

. , K6 7B2 7E4,6C3)unditeeVektortiterauf 

, I„ TaWle 1 sind 5 scFv (im e,nzclnen: 7A5, K6. 7B2, 7 

„ T-Zellen (C8166), D17 Zelle„ (Hunde Osteosarkom-Zemme. perm. 
„„dHeU Zellen (h»na„eZervixkarzino,n-Zellinie)darges.ellt 

humane Makrophagen sehr effizien. uan»duzie« werden. 

30 aufzufassen: 



Reis piel 1; 



Zellen. 



der vektorhaltige Oberstand durch frisches Medium ersetzt. 

10 J • ypUpn eine X-gal Anftrbung 

Nach 48 h Depletion der — , a,= 

^ Ve^oLr der «„t sele.— scFv D.T-. C8166- «nd HeU-ZeUen . 
0>e...o.a.O,nH— — .e.Wa-^ 

„e«.d>eVe.o.— ^e.X...^^^ , ^ 

Verpackungszellklone mit ungefehr gleicher 
Zellkulturtiberstand abgeben. 

• u in^und lO^iE/mljenachscFvwahrend 
,0 Die Titer auf C8.66 Zeilen — „ z^sehen ^"^^ > „ 

,,Tra„sdu.Uo„a„fHeLaZeUe„.ei„e„ne— ^^.^^^^^^^^^^^ 

auf eine hohe SeleWvitat filr humane T-Zellen aller tun 
^ ;^5Vektoten.tansd„.ie,e„an,effi— „hu.a„eT.Z=Uen(Tabe^ 1). 
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Tab. 1: Vektortiter der fllnf scFv-Vektoren 



ReisDiel 2: 

Wp^it^e Char? Vt«"sierung der Vektoren 

Zur genaueren Charakterisierung werden weitere Transduktionsexperimente mit den 
Vekto^n durchgefUhrt In Tabelle 2 sind die Ergd,nisse der TAS-Vektoren dargestelU. 



Titer (i.E/ml) 



-py:r— KT1080 2 9 3T-C8T66 Molt4/8 Jurkat AiOrnhilPB^ 



wt >io- <io' <io' ^ r^^o^-^^o'~^^<^^' <^Q' ^ 

7A5 >10« <10^ <10' < 10- <10- IxlO- IxlO- 3x10^ Ixl0 ;__7£xl0_ 



Tab 



. 2: Transduktion verschiedener Zelltypen mittels 7A5- und Wildtyp-Vektoren 
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Die Transdulctionea w»d» wie oben besohriebcn d^rchgefUhr.. AU Konuolle ™rde„ a«e 
Zellen mi. WildW-Veteen (w.) .ransduziert. Hierb^i handel. es si* um Vektorpar«l«l. 
die nur das WUdw-SNV-E„v-Pro.ein <md kein scFv bcsitzen. Diese Wen von der 
Ausgangs-Verpackungszellime DSH-cxl (Chu & Dombwg. 1995. Jiang « al.. 1998) m den 
M^bersund abgegeben. Erwam-ngsgemM kon„.en diese Vektoren humane Zellen 
nich, ^ansdnzieren. Nur die flu sie pennissive. D17 Zellen konnten mi. hoher eitoent 
transduziert werden. 

Die TittaUon mi. 7A5-Vek.o«n zeig.e eine effizien.e Transd„k.io„ von mehreren Kumanen 
T-Zellinien (C8166. Mol.4-8. Jurk<i., A301). wSteend andere humane ZelLypen (HeU: 
Cervixcarcinom, TE671: Rhabdomyosarkom. HT1080: Fibrosarkom, 293T: N— k) 
nicM — r. wurden. Diese Ergebnisse zeigen. daB die 7A5-Vek,oren =,ne hohe 
Selektivitat fiir T-Zellen besitzt. 

Eine erh5h.e Se,ek.ivi« fllr T-Zellen v^rie auch ffl, Zell.arge.ing.Vek»ren gefunden. die 
eine DNA-Se,uenz enftaUen, die fllr em einkettigesAntikar^^ 

4 oder_5-Codiert^ : .JZZ - ~" ■ — 
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Beispiel 3; 
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Transduktio" v"" priiti^ ren T-Zellen 

• •• T 7<.il*.n wiirden aus Blut primare humane PBMC 
Zur Transduktion von primaren T-Zellen wurden aus ci p 

, •• die Isolienmg von PBMC aus Blut mittels Sucrose- 

("periphare mononuleare Zellen , die isoiienmg vui 

Dichtegradient-Zentrifugation erfolgt nach Standardtechniken) isoliert. 

Nach dreitagiger Stimulierung mittels PHA (Phytohamagglutinin) und IL-2 bestand die 
iLulation aus 9Bo/„ T-Lymphozyten (ennittelt mittels FACS-Analyse mU emem 
AntikSrper gegen den T-Zellmarker CD3 (Stand der Technik)). 
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Die Transduktion dieser Zellen mittels 7A5-Vektoren ergab eine Effizienz von 20% 
Vektor-positiver Zellen (oder ca. 1x10^ i.E./ml). Zum Vergleich wurden 
Transduktionsexperimente mit humanen B-Zelien durchgeftihrt. Diese konnten etwa fiinf- 
fach schwacher ( ca. 4%) transduziert werden als T-Zellen. 

Stimulierter humane PBMC konnten femer auch mit den K6- und 7B2-Vektoren (d.h 
Vektoren. die das einkettige AntikOrperfragment gemSB Fig. 2 oder 3 oder einen Teil 
hiervon kodieren.) transduziert werden. Dies jedoch mit einer etwa 10 fach niedrigeren 
Effizienz als mit den 7A5-Vektoren. 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(C) CRT: Langen 

(D) BUNDESLAND: Hess en 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 63225 

scFv-Zelltargeting Vektoren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZENV 5 

(iv) COMPOTER-LESBARE FASSUNG: 

* (A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(P.^ COMPUTER: tBM PC compatible 
C BE?r?EBSSVSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1030 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

. .cc^c.c.c.ca..c^-c.c^--- - ^ T T T T T T T I' 

: ^ ^ .0 .cc ^ ..c C.C cc. .0 ^ 

: L L L L L r r r r r r r r r r r r r ir 
: L L L L L ^ cc. ^ r r f ° 

L L L L L L 1 r r r r r r r r r r r 
: L L L L L L L c. ^.^^^ 

90 K S L E W I rrc TAT TTG GAA 430 

110 R F K G K A T 

130 L A R I* ^ arr GTC TCC TCA 550 

150 Y G X * ^ 



-16- 

i ^J^K Tcr GAT ATC GAG CTC ACT 610 

... rM^T TCA GGC 66A GGT GGC TCT GGC GOT TCG GAT ATC ^ ^ 

551 GGT GGA GC^^T ^'^ggg Q S GG GGSD* 




310 G S G G 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 



(il SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 927 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: DNA ^ ' 

uirSEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N0:2: 

27 

1 ATG GAC TGT CTC ACC AAC CTC CGA TCC 9 

: L I L 1 1 j» r r r r r r r r r r r r r r 
:: L L L L L «c » ^ »e J. r r r r r r r r 
:: L L r r r r r r r r r r r r r r s; 
:. L L L L ^ ^ r r r r r r r r r r ;r. 
::: L L L l L r r r r r r r r r r r r r r ;n 
L L L m ^ r r r r r r r r r r r r r» 
:: L L L L L L r s« r r r r r r r r r r ir. 

see .ct OCA TOT ccx «e »o »«: J , s » 9 s s 1 ' 

' " ' ° ■ ^ ^ ^ „„eC CCC A» TC «T .» 0.C T=C 

«28 »T« OLC TGS TK C»ti CAS »»5 ■»» 



-17- 

Q Q K 



„ I X D T S 229 



H «W 0 « - ,CC .CX .0. .4. 

ees ^ «G oc. «x 00. CO. OCT cGC .Tc ^ o s . s a . s ^ 

"^"^ I. ^ = = ^ «^ GCT GCC AC. TAT TKC TGC CKT a« CGG 

CTC CCX «C AGO AGC .TG 0.0 OCT OAT OCT ^ , , , C H Q ^ S 



290 6 S 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 3: 

S^^^^^^^^^lf^%0 Sasenpaare 

(B) ART: NukLeinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MQLEKOLS: DNA 

j^i) sEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID N0:3: 

..^.TCTCACCAACCTCC..C.TOAO.T^0TT.C.OOCG^^r H 
° ' L^OOGT^OOOACCACTOCCOAA^TTCO^TGCCCOA- X- 

61 CTA ATT CTC CTT GTG OCT TOO TOO ^ T ^ ^ , B V S T 

^ ^ ' cLgtocagctocagcaotctoooactoaactcgcaaca X80 

„X OCO OCC CAG CCG GCC ATG„^C CAO_.TG ^ ^ q . S O T K X. * 

"'^ ' Latotcctocaagocttctggctacgcctttactacctactgg 2J0 

181 CCT GOG 600 TCA GT6 AGO ATO TCC TO ^ ^ 3 G Y A F T 

° " ' \ CAG GOT 0« GAA TOO ATT GGA TAC A.r AAT OCT 00 

a41 ATO OAO TGG OTA AAA CAG AGO COT OOA CAG ^T ^ , „ X O Y X « 

81 M H W V K Q R P . eCC ACA TTO ACT GOA CAC 360 

.0. C^C TAG AAT OTG AAG TTC AAG GAG AAG GCC ACA TT 120 

301 ACQ AOT GAT TAT MT GAC TAG AA prDKATI. 

101 T T D X T D X » -.r GAC TOT OCA GTC 420 

121 K S S S T A T » w rra CAA GOG ACC ACG 480 

.ro GGG TGG TCC TAT GCT ATG OAC TAC TOG GOG CAA G ^ ^ 

421 TAT TAC TGT OCA AGA TCO «;G TGG T ^ ^ ^ „ , « 0 Q 

:: L L L L L r r r r r.r - ^ ^ — 

201^ ^ ' .c. AAC CTG OCT TCT GOA GTC COT GOT CGC 720 

r.r>r Tre ATT TAT AGC ACA TCC AAC CTG ei-i ^ r 240 

661 ACT TCT CCC AAA CTC TOG ATT TA 3 ^ 3 H L A S O 

921 T S P K L i rrJL ATG OAG OCT GAA 7»0 

«.r ACC TCT TAC TCT CTC ACA ATC *«: ^GA ATG GA ^ 
,21 TTC AGT GGC AGT GOA TCT «;0 ACC TCT T ^ ^ ^ j S R M K A 

: L L L L »^ r r r r r r r r r r r r r r r ^ 



'2^ 
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A , A S P V Q F 320 

c JB « « = " ° ° ° 

301 G G 330 
321 I » ^ ^ 

2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

i) S^^^SS-'sU Basenpaare 
(B) ART: Nukleinsaure 
C) STRANGFORM: Doppelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: DNA 

SEQUEHZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

X «G G;^ TGT CTC *CC XAC CTC CG. TCC OCT ^ , V D Q « 

° ' ' l<.o.TXGcov^c^.cccG^--rrr fo° 

e.C...«-C«GXGGC..GG.GG^G.. . . . . ^ ^ ^ C.G G.G .GO ISO 

. GTC AAG CTG CAG CAG ICA GGG GCT G^G CTG ^ ^ ^„ 

.CG GCC C.G COG GCC ..G CCC G.C ^ ^ , « S G 

° «. ACT TCT GGC TTC TCC TTC ACC AGC TAG 

,ei CCT GGA GCT TCA GXG AAG CTG TCC TGC AAG ACT ^ 0 P 8 F T S ^ 
iir. A S V K . S C ^ «^ ATG ATT CAT CCT 300 

..X ATG AAC TGG GTG AAG CTG AGG OCT GGA CT B W X G M 1 « . 

Tim k w V k . k T ^ ^ ,cc aca ctg ^t gta gac 360 

301TCCGATAGTa..^X^TTTAACTCAGAGG^ K . K A T ^ J 

"1 S » S E T S ^ AGO CCG ACA TCT GAG GAC TOT GCG GT 

::: L L L ^ r r r r r r r r r r r r . . ^ 

261T M B A B ^ ^ CGG GCG GCC GCA TCG GGC TCC GGG GGC 90^ 

MiP CTG GAA ATA AAA CG^s ^'-^ * a S G S G ^ 
941 ACO TTC GGA «;G ACC »^G CTG ^ , ^ K A A A S 

281 T F G G 
301 6 G S G e 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 5: 
(i) SEQOENZKENNJ^ICHENi, 3,3,,pa,.e ■ 



946 
315 
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(B) tWT: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

ATG GAC T6T CTC ACC AAC CTC CGA TCC 6CT GAG 6GT AAA 6TT GAC CAG GCG AGC' AAA ATC 60 

MD C L T H L R S A. B G K V D Q A S K I 20 

61 CTA ATT CTC CTT GTG 6CT TGG T6G 666 TTT GGG ACC ACT GCC GAA GTT TCG ACT 6CC CGA 120 

21LILLVAWWGF6TTAEVSTAR 40 

121 6C6 GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTA CA6 CT6 CAG CAG TCA GGA GCA GAA ATG AAA AAG 180 

41AAQPAMAQVQLQQS6AEMKK 60 

181 CCC GGG GAG TCT CTG AAA ATC TCC TGT AAG G6T TTT 6GA TAG GAC TTT AGC ACC TAC T66 240 

6lP6ESI.KISCK6FGyDFSTyV7 80 

241 ATC GCC TGG 6T6 C6C CAG ATG CCC GGG AAA GGC CTG GA6 TAC AT6 GGG CTC ATC TAT CCT 300 

81ZAWVRQMi?*6K6I.EYMGL ZyP 100 

301 6GT GAC TCT GAC ACC AAA TAC AGC CCG TCC TTC CAA GGC CAG GTC ACC ATC TCA GCC GAC 360 

101 6 D S .D T K Y S P S F Q 6 QVT I S AD 120 

361 AAG TCC ATC AGC ACC GCC TAC CTG CAG TGG AGC AGC GTG AAG GCC TCG GAC ACC GCC ATG 420 

121 KSI3TAYLQW3SLKA3DTAM 140 

421 TAT TAC TGT GCG AGA GTC TCT GGA TAT TGT AGT AGT ACC AGC TGC TAT GAC TAC TAC TAC 480 

141 YY C ARV S G Y C S S T SCYD Y YY 160 

481 TAC TAC ATG GAC GTC TG6 GGC CGG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG AGA GGT GGA GGC GGT 540 

161 YYMDVW GRGTI.VTVSR6666 180 

541 TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAC ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCT TCC 600 

181 SGGGGSGGGGSDIVMTQSP 'S 200 

601 ACC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC ATG ACT TGC CGG GCC AGT CAG AAC ATT 660 

201 TLSASVGDRVTMTCRASQNZ 220 

661 AAT ATC TGG TTG GCC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT 720 

221 NIWLAWYQQKPGKAPKLLIY 240 

721 AAG GCG TCC ACT TTA GAG AGT GGG GTC CCG TCA AGG TTC AGC GGC AGT GGA TCT GGG ACA 760 

241 KASTLES6VPSRFS6SGS6T 260 

781 GAA TTC ACT CTC ACC ATC AGC GGC CTG CAG CCT GAT GAT TTT GCA AGT TAT TAC TGT CAA 840 

261 EFTLTISGLQPDDFASYYCQ 280 

841 CGG TAT GAT AGT GAC TGG TCG TTC GGC CAA GGG ACC AAG CTG GAG ATC AAA CGT GCG GCC 900 

281' RYDSDWSFGQGTKLEIKRAA 300 



901 GCA TCG 
301 A S 



906 



20 



2 

10 



Fatemtanspruclie 

, . • . DNA-Sequenz codierend ein einkettiges 
Zelltargeting-VeWtor enthaltend ^^^^ ^""^'2^. ^cFv) dadurch gekennzeichnet, 

^^^^^^'-'^^^^ ge..B Cine. de. 

daB das einkettige AntikOrperfragment erne Aminos 

Figuren 1 bis 5 hat. 

„ . ,ch 1 dadurch gekennzeichnet, dali der VektoP 
Zellta^geting-Vektor ge.^ Ms^h , d^u^ ^^^^^ ^^^^ 

weiterhin eine DNA-Sequenz enth^t. die einen 
Figuren 1 bis 5 codiert. 

u 1 r.A.r 9 dadurch gekennzeichnet, dalJ der 
3. ZcUtarg^ing-Vektor gemSB Anspmoh 1 oder 2, dadurc 

Vektor T-Zell-speziflschist. 

" ■ .„ der AnsptOche 1 bis 3, dadurch gekermKidmet. 

- -aaBderVe«or™mSNV(MUmekrosevirus)al>ge,er.=..s,. 

20 abgeleitete Vektor pTC53 ist. 

-.1,^ 1 bis 5 enthaltend ein 
6. Zema.ge.tog-Vetto. nach ctoem ^er A:^' ^ 

therapeutisches Gen. 
„ , ^.....>,e„.aUe„dZe>Uarge.g~g=..^^^^ 



6. 
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. . Zelltargeting-Vektoren gem^ einem der Arrsprttche 1 bis 6 a. 
g Verwendung der Zelltargeting 

Gentherapie. Impftherapie oder Diagnostik 

, verwendung der ZeUtargeting-Vektoren ge.. eine. der AnsprUche . his . zur 
'n.erapie T-Zell-assoziierter Krankheiten. 



21 



oh 7 wobei die T-Zell-assoziierte Krankheit erworbene 
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7A5-SCFV 



SNV- nv Leader 




1 TCCACCACTCTCGACTCAAGAAAGCTCCTGACAACCAAQAAGA ATG GAC TGT 






AAC 


CTC 


CGA 


TCC 


70 


1 
























M 


D 


C 


L 


T 


N 


L 


R 


S 


9 


71 


GCT 


GAG 


GGT 


AAA 


GTT 


GAC 


CAG 


GCG 


AGC 


AAA 


ATC 


CTA 


ATT 


CTC 






GCT 


TGG 


TGG 


GGG 


130 


10 


A 


E 


G 


K 


V 


O 


Q 


A 


S 


K 


I 


L 


I 


L 


li 


V 


A 


W 


W 


6 


29 






























Sf i 


I 










13X 


TTT 


GGG 


ACC 


ACT 


GCC 


GAA 


GTT 


TCG 


ACT 


GCC 


CGA 


GCG 


GCC 


CAG 


CCG 


GCc' 


'atg 


GCC 


GAG 


GTC 


ion 


. 30 


F 


G 


T 


T 


A 


E 


V 


S 


T 


A 


R 


A 


A 


Q 


P 


A 


M 


A 


B 


V 


49 


191 


AAG 


CTG 


CAG 


CAG 


TCA 


GGG 


GCT 


GAG 


CTG 


GTG 


AGG 


CCT 


GGG 


GTC 


TCA 


GTG 


AAG 


ATT 


TCC TGC 


250 


50 


K 


L 


Q 


Q 


S 


G 


A 


B ' 


L 


V 


R 


F 


G 


V 


S 


V 


K 


I 


S 


C 


69 


251 AAG GGT TCT GGC TAC ACA TTC ACT GAT TAT GGT ATG 


AGC 


TGG 


GTG 


AAA 


CAG 


AGT 


CAT 


GCA 


310 


70 


K 


G 


S 


G 


Y 


T 


F 


T 


D 


Y 


G 


H 


S 


W 


V 


K 


Q 


s 


H 


A 


89 


311 


AAG 


AGT 


CTA 


GAG 


TGG 


ATT 


GGA 


CTT 


ATT 






Tar* 


TAT 


GGT 


GAT 


CCT 


AGT 


TAC 


AAC 


CAG 


370 


90 


K 


S 


li 


E 


W 


I 


G 


L 


I 


s 


T 


Y 


Y 


G 


D 


P 


s 


Y 


N 


Q 


109 


371 


AGG 


TTC 


AAG 


GGC 


AAG 


GCC 


ACA 


ATG 


ACT 


GTA 


GAC 


AAA 


TCC 


TCC 


AAC 


ACA 


GCC 


TAT 


TTG 


GAA 


430 


110 


R 


F 


K 


G 


K 


A 


T 


M 


T 


V 


D 


K 


S 


S 


N 


T 


A 


Y 


L 


B 


129 




CXI 






CTG 








GAT 


TCT 


GCC 


ATT 


TAT 


TAT 


TGT 


GCA 


A6A 


TCG 


GAT 


GGT 


AAT 




130 


L 


A 


R 


L 


T 


s 


B 


D 


S 


A 


I 


Y 


Y 


C 


A 


R 


S 


D 


G 


H 


149 


491 


TAC 


GGG 


TAT 


TAC 


TAT 


GCT 


TTG 


GAC 


TAC 


TGG 


GGC 


CAA 


GGC 


ACT 


ACG 


GTC 


ACC 


GTC 


TCC 


TCA 


n 


150 


Y 


G 


y 


Y 


Y 


A 


L 


D 


Y 


W 


G 


Q 


G 


T 


T 


V 


T 


V 


S 


S 


169 


551 


GGT 


GGA 


GGC 


GGT 


TCA 


GGC 


GGA 


GGT 


GGC 


TCT 


GGC 


GGT 


GGC 


GGA 


TCG 


GAT 


ATC 


GAG 








170 


G 


G 


G 


G 


S 


O 


G 


G 


O 


s- 


G 


G 


O 


G 


S 


D 


I 


B 


L 


T 


189 


611 


CAG 


TCT 


CCA 


TCT 


TCT 


TTG 


GCT 


GTG 


TCT 


CTA 


GGG 


CAG 


AGG 


GCC 


ACC 


ATA 


TCC 


TGC 


AGA 


GCC 


o / u 


190 


Q 


S 


P 


S 


S 


L 


A 


V 


S 


L 


Q 


Q 


R 


A 




X 


S 


n 


R 


A 


209 


671 


AOT 


GAA 


AGT 


GTT 


GAT 


AGT 


TAT 


GGC 


GAT 


AGT 


TTT 


ATG 


CAC 


TGG 


TAT 


CAG 


CAG 


AAA 


CCA 


GGA 


730 


210 


S 


B 


S 


V 


D 


S 


Y 


G 


D 


S 


F 


M 


H 


W 


Y 


Q 


Q 


K 


P 


G 


229 


731 


CAG 


CCA 


ccc 


AAA 


CTC 


CTC 


ATC 


TAT 


CGT 


GCA 


TCC 


AAC 






TCT 


GGA 


GTC 


CCT 


GCC 


AGG 


790 


230 


Q 


P 


p 


K 


L 


L 


I 


Y 


R 


A 


S 


N 


L 


E 






V 


P 


A 


R 


249 


791 


TTC 


AGT 


GGC 


AGT 


GGG 


TCT 


GAG 


TCA 


GAC 


TTC 


ACT 


CTC 


ACC 


ATC 


GAT 


CCT 


GTG 


GAG 


GAA 


GAT 


850 


250 


F 


S 


G 


S 


O 


S 


B 


S 


D 


F 


T 


L 


T 


I 


D 


P 


V 


B 


B 


D 


269 


851 


OAT 


GCT 


GCA 


GTG 


TAT 


TAC 


TGT 


CTG 


CAA 


AGT 


ATG 


GAA 


GAT 


CCG 


TAC 


ACG 


TTC 


GGA 


GGG 


GGG 


910 


270 


D 


A 


A 


V 


Y 


Y 


C 


L 


Q 


S 


M 


E 


D 


P 


Y 


T 


F 


G 


G 


G 


289 


















Not I 






















970 


911 


ACC 


AAG 


CTG 


GAA 


ATA 


AAA 


CGG 


GCG 


GCC 


GCA 


TCG 


GGC 


TCC 


GGG 


GGC 


GGT 


GOT 


TCT 


GGT 


GGT 


290 


T 


K 


L 


E 


I 


K 


R 


A 


A 


A 


S 


G 


S 


G 


G 


G 


G 


S 


G 


G 


309 


971 


GGT 


TCT 


GGT 


GGT 


GGT 


GGT 


TCT 


GGT 


GGT 


GGT 


GGT 


TCT 


GGC 


GCC 


AGC 


CCA 


GTC 


CAG 


TTT 


ATC 


1030 


310 


G 


S 


G 


G 


G 


G 


S 


G 


G 


6 


G 


S 


G 


A 


S 


P 


V 


Q 


F 


I 


329 



Fig.l 



275 



■2 



K6-SCFV 



• 



SNV-env Leader 



T.a<^TO^ CTC ACC ^ CTC CO. TCC 
„ D C I. I N I. *^ 



27 
9 



88 TXT GGG ACC ACT GCC fflU^ y« ^ ^ ^ ^ . ^ Q p A M 

^ ° ^ = " ■ 0^ AA. CC. COO TCA CTO AAT C.G TO. .CC 207 

50K I. Q = ^ ° 




50K I. Q = ^ ° . .n.r «VC TGG TTG AAG CAG ACSG CCT G6A 

CGC TAC ACC TTC ACC «fiC «C TGG ATG a.C TGG T ^ ^ ^ p O 

208 AAG GCT TOT GGC TAC g ^ ^ M H W 

70 K A S O » „ ^,n- J.GT TAT ACT AAC TAG AAT CAA 

... IVAG TCC TCC ACC ACA GTC TAC ATG aiC 
110 H F K S ■ TAC T6T 6CA AGA AAS 6GC TAI 6CT 

448 ATG GAC TAC TGG «SC CftA «^ ^ ^ , V 8 S G 

150M D ^ « ° « ° GAG CTC ACT CAG TCA CCA GCA ATC «rG 

TCT 6GC GGT GGC GGA TCG GAC ATC GAG CTC ^T 3 ^ ^ 1 M 

508 6GA GGT G6C TCT ^ g P I B f „ 
170 6 G 6 S G e n.a.c 



267 
89 




170 6 G G S G 6 ;«.T GCC AGC TCA AST ATA AGT TAC 

190 8 A S . S 8 » _. SAC ACA TCC 

21b M H W T Q « „ .rr AST G6S TOT SGG ACC TCT TAT TCT 

'230 K L A S G V P A 



327 
109 

387 
129 

447 
149 

507 
169 

567 
189 

627 
209 



687 
229 

747 

249 



807 
269 



230 K L A S G V „ ^™ tAT TAC TGC CAT CAS CGG AGT 

iroL ^.^».c^»*— 

2,0 3 I » " ' ' 



290 G S G G G 



927 
309 



Fig. 2 



3/5 



7B2-SCFV 



^ SHV-env Leader ^ GOT OXT O^C GCG ^ ^ ^'^^ fo 

^« *iir CTC CGA TCC GCi _ «r v D ^ 

^ GOT TGS TSG GGG TTT OSO ACC GC ^ ^ . 3 T A K 

T I i ^ ^ *^7B2-8cyv nae TCT G6G ACT GAA CTG BW». 

S«il cAG 6TG CAG CTG CAG CAG TCT ^ g j, A T 

^/^/^ flrc ATG GCC CA« ^ t Q Q ^ 

CCGGCC.SiS.^2^ J A Q V Q ' ° . «:C TT, ACT ACC TAC TGG 

TCC TGC AAG GOT TCT GGC TAG GCC TTT ^ ^ ^ „ 

.S.CCTyG«:C.CAGTOjGGATGTCC^ K A S ^ ATT AAT OCT 

61 ^ ^ CAG GGT CTG GAA TGG ATT ^ ^ ^ p 

.1.1. rAG AGG CCT GGA CAG X ^ ^ 
e;,CTGGGTAAAACAGAGG ^ ^ GCA GAC 



120 
40 

180 
60. 

240 

eo 

300 

too 



k.i ck: J'" 7- ,3 ^ TIG »CT «c 

3„ TCC KC f= I „ 0 - » » „ C« C» «« «== 

^ f r-r.e -« - • : - .„ _ c o« «» «° 



360 
120 

420 
140 

480 
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^ ^ SNV-anv Leader 

1 ATG GAC TGT CTC ACC AAC CTC CGA TCC GCT GAG GGT AAA GTT GAC CAG GCG AGC AAA ATC 60 
IMD C I. T N L R SAE G KVD Q A S K 120 

61 CTA ATT CTC CTT 6T6 GCT TGG TG6 66G TTT 6GG ACC ACT 6CC GAA GTT TCG ACT 6CC CGA 120 

21LILLVAWWGP6 TTAEVSTAR 40 

^ 6C3-SCPV 

121 G CG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GGA GCA GAA ATG AAA AAG 180 

41AAQPAMAQVQL QQS GABMK K 60 

181 CCC G6G GAG TCT CTG AAA ATC TCC TGT AAG GGT TTT GGA TAC GAC TTT AGC ACC TAC TGG 240 

61PGESLKISCKGPGYDFSTYW 80* 

241 ATC GCC TGG GTG CGC CAG ATG CCC GGG AAA GGC CTG GAG TAC ATG GGG CTC ATC TAT CCT 300 

81IAWVRQMPGKGLEYMG LIYP 100 

301 GGT GAC TCT GAC ACC AAA TAC AGC CCG TCC TTC CAA GGC CAG GTC ACC ATC TCA GCC GAC 360 

101 GDSDTKYSPSFQGQVTX3AD 120 

361 AAG TCC ATC AGC ACC GCC TAC CTG CAG TGG AGC AGC CTG AAG GCC TCG GAC ACC GCC ATG 420 

121 KS I S TAYIiQWSSIiKASD TAM 140 

421 TAT TAC TGT GCG AGA GTC TCT GGA TAT TGT AGT AGT ACC AGC TGC TAT GAC TAC TAC TAC 480 

141YYCARVSGYC SSTSCYDYYY 160 

481 TAC TAC ATG GAC GTC TGG GGC CGG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCG AGA GGT GGA GGC GGT 540 
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661 AAT ATC TGG TTG GCC TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT 720 

221NIWLAWYQQKPGKAP KLLIY 240 

721 AAG GCG TCC ACT TTA GAG AGT GGG GTC CCG TCA AGG TTC AGC GGC AGT GGA TCT GGG ACA 780 

241 K AS T LE S GVPSRFS GSG S G T 260 

781 GAA TTC ACT CTC ACC ATC AGC GGC CTG CAG CCT GAT GAT TTT GCA AGT TAT TAC TGT CAA 840 

261 EPTLTISGLQPDDPASYYCQ 280 

Not I 

841 CGG TAT GAT AGT GAC TGG TCG TTC GGC CAA GGG ACC AAG CTG GAG ATC AAA CGT GCG GCC 900 

281 RYD 9DW3 PGQGTKLEI KRAA 300 

901 GCA TCG 
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